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1. UVOD

1.1. Mijelin

Mijelin je kljucna tvar za pravilnu funkciju Ziv€anog sustava te jedna od sloZenijih tvari za
uspjeSnu medustanic¢nu interakcija u ziv€anom sustavu, a samim time i tijelu. Obavija Ziv€ana
vlakna (aksone) u srediSnjem (CNS) i perifernom ziv€anom sustavu (PNS), omogucuje brzo
provodenje akcijskih potencijala duz aksona te pruza fizicku i troficku potporu neuronima (1).
Mijelin se moze opisati kao specijalizirana multilamelarna membrana sastavljena od 40 ili vise
¢vrsto omotanih lipidnih dvosloja, sadrzi visoke razine lipida, a njegovo nastajanje zahtijeva
sintezu lipida i unos masnih kiselina izvan stanica (1). Visoke razine lipida i proteina omogucuju
¢vrsto pakiranje medusobno se povezujué¢i nekovalentnim interakcijama. Tri glavne vrste lipida u
mijelinu su kolesterol, fosfolipidi (kao §to su plazmalogen, lecitin i sfingomijelin) i glikolipidi (kao
Sto je galaktozilceramid) (2). Nadalje, mijelin sadrzi dinami¢ne lipidne domene, poznate kao
lipidne splavi koje su bogate kolesterolom i galaktozilceramidom, ali imaju niske razine
fosfatidilkolina (3). Ove strukture igraju klju¢nu ulogu u formiranju i stabilizaciji mijelina te u
regulaciji membranskih proteina i prijenosu signala. Tri najzastupljenija lipida u mijelinu
(kolesterol, galaktozilceramid i plazmalogen) ¢ine oko 65% ukupnih mijelinskih lipida (2). Samim
time, razlike u sastavu mijelina u CNS-u i PNS-u su minimalne osim $to periferni mijelin ima vise
fosfatidilkolina 1 sfingomijelina u usporedbi s mijelinom u CNS-u. U CNS-u, mijelin stvaraju
oligodendrociti, dok u PNS-u ovu funkciju obavljaju Schwannove stanice (3). Oligodendrociti se
razvijaju iz glijalnih progenitorskih stanica, poznatih kao prekursorske stanice oligodendrocita
(OPC, engl. oligodendrocytes progenitor cell). Zanimljivo je da te prekursorske stanice ostaju
prisutne u CNS-u tijekom cijelog zivota, omogucéujuéi stvaranje novih oligodendrocita koji
regeneriraju mijelin. Smanjenje mijelina u CNS-u Cesto je rezultat neurodegenerativnih bolesti ili
procesa starenja. Zbog svoje kljuéne uloge u sintezi mijelina, brojna se istrazivanja bave
proucavanjem prekursorskih stanica, jo§ od njihovog 1980-tih godina. Veliki je naglasak na
razumijevanje stani¢ne i razvojne biologije OPC-a te je ono od velike vaznosti za razumijevanje
mehanizama kontrole proizvodnje i regeneracije mijelina u bolestima i ozljedama CNS-a u kojima
je propadanje mijelina glavni uzrok patologije i invalidnosti (2). Postoji nekoliko znacajnih razlika

izmedu sinteze mijelina u CNS-u i PNS-u. U CNS-u, mijelin djeluje kao izolator za aksone
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neurona, omogucujuci brzi i u€inkovitiji prijenos zZiv€anih impulsa, sto je klju¢no za brze refleksne
reakcije 1 kompleksne kognitivne funkcije. Oligodendrociti mogu mijelinizirati viSe aksona
odjednom §to pomaze u koordinaciji sloZenih neuralnih mreza (4). S druge strane, u PNS-u, gdje
mijelin omogucuje brzi prijenos impulsa, uc¢inkovite motoricke reakcije i osjetne funkcije,
Schwannova stanica mijelinizira samo jedan akson §to je klju¢no za regeneraciju Zivaca nakon
ozljede jer distalno od ozljede, zapocCinju stani¢nu diferencijaciju kojom nastaju popravne
Shwannove stanice, tj. Bungnerove stanice (5). Odgovor na ozljedu sastoji se od 2 komponente.
Jedna od tih komponenti je reverzija mijelinske diferencijacije gdje se geni koji kodiraju klju¢ni
mijelinski faktor Egr2, enzimi sinteze kolesterola, strukturni proteini poput mijelinskog osnovnog
proteina smanjuju, a molekule koje karakteriziraju premijelinizirajuée Shwannove stanice
povecavaju (5). Druga komponenta ukljucuje aktivaciju urodenog imunoloskog odgovora i
kemotakticnog proteina monocita 1, od strane Schwannovih stanica $to omogucuje regrutiranje
makrofaga u Zivac i poti¢e njegovu regeneraciju (5). U CNS-u, regeneracija je ograniena jer
oligodendrociti ne podrzavaju regeneraciju kao Schwannove stanice u PNS-u §to je razlog zasto
ozljede CNS-a cCesto rezultiraju trajnim oSte¢enjem. Schwannove stanice aktivno sudjeluju u

Tijekom razvoja ziv€anog sustava kraljeznjaka, mijelinizacija po¢inje oko rodenja, prvo u
perifernom zivéanom sustavu zatim u lednoj mozdini i kona¢no u mozgu. Zanimljivo je da, iako
je mijelinizacija u perifernom Zivéanom sustavu dovrSena nedugo nakon rodenja (unutar dvije
godine kod ljudi), mijelinizacija u srediSnjem ziv€anom sustavu proces je koji traje tijekom cijele

odrasle dobi (1)

1.2.Demijelinizacija

Demijelinizacija je proces oSte¢enja ili potpunog propadanja mijelina, zaStitne ovojnice oko
aksona u CNS-u 1 PNS-u. Kako je mijelin klju¢na tvar za brz prijenos elektricnih signala duz
ziv€anih vlakana (3), njegovo ostecenje uvelike utje¢e na motoricku funkciju i dovodi do raznih
neuroloskih problema, tj. do demijelinizacijskih bolesti koje treba razlikovati od onih u kojima
dolazi do neispravnog razvoja mijelinske ovojnice, tj. dismijelinizacije (6). Demijelinizacijske

bolesti odnose se na gubitak ili oStecenje postoje¢eg mijelina uz o¢uvanje aksona, a nastaju zbog
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procesa koji oStecuju mijelinske ovojnice ili stanice koje ih stvaraju (4). Odnose se samo na one
patologije gdje prvo dolazi do razgradnje mijelina i gdje je degeneracija aksona sekundarna.

Postoje razliCiti uzroci demijelinizacije. Tako razlikujemo autoimunu, upalnu, virusnu,
metaboli¢ki uzrokovanu, hipoksi¢no ishemijsku i kompresijom induciranu demijelinizaciju koja
je ujedino 1 najrjeda (6). Takoder moze biti posljedica genetickog poremecaja poput
adrenoleukodistrofije ili izloZenosti toksinima (7). Bolest poput multiple skleroze, koja je takoder
najces¢a upalom uzrokovana demijelinizacija, svrstava se i u kategoriju autoimunih bolesti (7).
Razvojem bolesti dolazi do nastanka demijelinizacijskih plakova koji mogu zahvatiti razlicite
regije mozga: korteks, subkortikalnu bijelu i sivu tvar, bijelu tvar malog mozga, mozdano deblo i
lednu mozdinu, a pritom biti razli¢itih veli¢ina i oblika (8). Vaznu ulogu u neurodegenerativnim
poremecajima imaju i mikroglije, stani¢ni makrofagi koji se nalaze u CNS-u (8). Pronadene su u
aktivnim 1 preaktivnim lezijama multiple skleroze $to dokazuje da fagocitiraju mijelin i doprinose
razvoju i progresiji bolesti (8). Razna su istrazivanja usmjerena na proucavanje patogeneze bolesti
1 pronalazak lijeka za §to sluZe razni eksperimentalni misji modeli poput kuprizonskog i geneticki
modificiranog B4Galntl modela koji ¢e biti detaljnije opisani u nastavku rada.

Suprotno tome, remijelinizacija je prirodan i vrlo u¢inkovit mehanizam popravka nakon
demijelinizacije (9). Medutim, kako bi razumjeli patofiziologiju remijelinizacije i razloge njenog
neuspjeha te istrazili faktore koji podrzavaju remijelinizaciju, potrebni su nam razli¢iti modeli za

istrazivanje ovih procesa.

1.3.Motoricki testovi za procjenu neuroloske funkcije

Mnogim je istrazivanjima utvrdena sli¢nost izmedu misjih modela i ljudskih neuroloskih bolesti,
tj. uspjeSno su napravljeni eksperimentalni misji modeli koji odgovaraju bolesnom stanju
(oponasaju patolosko stanje u ljudi) $to je od iznimne vaznosti za proucavanje same patofiziologije
bolesti i pronalaska adekvatne terapije. U tu se svrhu koriste razni motoricki testovi koji pruzaju
uvid u motori¢ku funkciju misa ili se koriste u procjeni oporavka nakon primijenjene terapije.
Postoje razni motoricki testovi, ovisno na koju su domenu ispitivanja usmjereni. Mozemo ih
podijeliti na opce neuroloske testove, testove lokomotorne aktivnosti, testove motoricke
koordinacije i ravnoteze, procjena koristenja udova, akusticni startle refleks te operantne zadatke
(10). S obzirom na to da se u ovom radu ispituje motoricka sposobnost i koordinacija miSeva,

fokus ¢e biti upravo na testovima koji to ispituju.
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1.3.1. Rotarod
Rotarod test osmisljen je za ispitivanje motori¢ke koordinacije i ravnoteze kod glodavaca, ali
najcesce se koristi kod procjene motorike kod miseva (11). Uredaj Rotarod sastoji se od rotirajuceg
cilindra na koji se postavi mi§, motora koji njime upravlja, sata za mjerenje vremena i podloge za
detekciju pada. Brzina moze biti konstantna ili postupno ubrzavati od 0 do 40 okretaja u minuti
(rpm, prema engl. revolutions per minute). Test u kojem se koristi ubrzanje je brzi 1 u¢inkovitiji,
ali umor moze imati utjecaj na motoricku koordinaciju pri razli¢itim brzinama $to moZze dovesti
do pogresnih rezultata. S druge strane, test s fiksnim brzinama pruza zasebne podatke za svaki
se mjeri vrijeme koje mi$ provede na rotirajuéem cilindru. U slu¢aju pada, udara na podlogu ispod
cilindra, a vrijeme se automatski zaustavlja i1 biljezi. lako se test smatra brzim, ucinkovitim i
osjetljivim, neki od nedostataka testa odnose se na pojedinacne Zivotinje koje odbijaju test i
jednostavno padnu ¢im se postave na Sipku. Na motoricku izvedbu na rotarodu osim same
motoric¢ke koordinacije, takoder utjecu ¢imbenici poput u€enja i kardiorespiratorne izdrzljivosti
(12). Uoceno je kako teski misevi postizu loSije rezultate od lakSih miSeva, stoga je potrebno

tijekom testiranja uzeti u obzir masu misa (12).

1.3.2. Test otiska stopala

Test otiska stopala eksperimentalna je tehnika koja se koristi za evaluaciju hodanja, ravnoteze i
motoricke sposobnosti kod miSeva te je jedna od metoda koristenih u ovom istrazivanju (13). U
mnogim se literaturnim navodima predlaze kao pokazatelj motori¢ke izvedbe u kuprizonskom i
drugim Zivotinjskim modelima multiple skleroze (12).

Misevim se Sape oboje bojom te se postave u dugi uski hodnik s papirnatom podlogom.
Kada mis protr¢i tim hodnikom, na papiru ostanu zabiljeZeni otisci Sapa koji se analiziraju. Mjeri
se nekoliko parametara kao $to su duljina koraka, Sirina koraka, kut izmedu otisaka prednjih i
straznjih Sapa, Sirina staze, raspon i preklapanje Sapa, pogreske (engl. paw faults) i simetrija hoda
gdje se usporeduju otisci lijevih 1 desnih Sapa (13). Takoder postoji automatizirana verzija ovog
testa gdje se koriste visokobrzinske video kamere za mjerenje duljine koraka dok mi§ tr¢i na
pokretnoj traci (10). [ako pruza detaljan uvid u procjenu kretanja Sto se ruénim mjerenjem testa ne

moze uvidjeti, istrazivanja su pokazala kako je jo§ prerano tvrditi razinu osjetljivosti testa kao Sto

4
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je na razini ru¢ne analize (10). Unato¢ automatizaciji ovog testa, o ¢emu se jo$ uvijek raspravlja,
od velike je vaznosti u ljudskim studijama jer se koristi u detekciji neuroloskih poremecaja kao Sto
su Parkinsonova i Huntingtonova bolest. Vazan je za ispitivanje ucinaka raznih lijekova te za
prouCavanje ucinaka genetskih modifikacija na motoricku sposobnost $to uvelike doprinosi

razumijevanju uloge odredenih gena u motori¢kim funkcijama (13).

1.3.3. Balansna greda
Ovim se testom procjenjuje sposobnost misa da zadrzi ravnotezu tijekom prelaska preko uske
grede do sigurnosne podloge (10). lako je izvorno je dizajniran za procjenu motorickih deficita
kod starijih Stakora, pokazao se jednako korisnim u procjeni motoricke koordinacije i ravnoteze
kod mladih i geneticki izmijenjenih miSeva (13). Test mjeri vrijeme potrebno za prelazak preko
grede, broj pogresaka, proklizavanja Sapa i pad s grede ukoliko do njega dode. Postoje razne verzije
ovog testa koje se razlikuju po obliku i polozaju grede (10). One mogu biti Cetvrtaste, okrugle,
mogu se suzavati prema sigurnosnoj podlozi, a sama greda umjesto horizontalnog polozaja moze
biti nagnuta jer miSevi prirodno teze tréanju uzbrdo kako bi pobjegli. Ove prilagodbe utjecu na
povecanje osjetljivosti testa Sto je vrlo korisno u ranom otkrivanju motorickih deficita u misjim
modelima Huntingtonove bolesti. Nedostatak testa naj¢esce se odnosi na potrebnu motivaciju misa

kako bi presao gredu $to moze utjecati na samu izvedbu (10).

1.3.4. Test plivanja
Tijekom testa plivanja proucava se koordinirana uporaba udova kod miseva. MiSevi se puste u
prozirni akvarij od pleksiglasa s ciljem da preplivaju udaljenost od jednog kraja akvarija do
sigurnosne platforme koja se nalazi na drugom kraju. Plivanje se snima video kamerom, zatim se
te snimke analiziraju. BiljeZe se broj udaraca lijevom i desnom prednjom i straznjom Sapom, brzina
plivanja, vrijeme potrebno za prelazak akvarija, a u obzir se uzima svaka neuskladenost pokreta
(10). Ovaj se test pokazao iznimno osjetljivim kod normalnih i geneticki modificiranih miseva.
Unato¢ svojoj jednostavnosti i osjetljivosti treba oprezno postupati s miSevima koji imaju
uznapredovali stadij bolesti jer moze do¢i do utapanja, a sama video analiza zahtjeva nesto vise

vremena za obradu podataka (10).
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1.3.5. Snaga stiska

Test snage stiska vrlo je specifiéna metoda usmjerena na neuromuskularnu funkciju u kojoj se
mjeri maksimalna snaga miSi¢a prednjih udova te kombinirana snaga prednjih 1 straznjih udova
(14). Moze se provesti na tri nacina (10). Prvo, testira se sposobnost misa da se u vise¢em polozaju
drzi na zZicanoj mrezi ili poklopcu kaveza, obi¢no do 1 minute. Drugo, ispituje se vrijeme koje mis
moze visjeti na zici drze¢i se samo prednjim Sapama i tre¢e, mjeri se sila potrebna da se mis povuce
s uske Sipke za koju se drzi. Ovaj se test koristi za mjerenje tolerancije miSeva na lijekove, poput
etanola (koji inducira miorelaksaciju) te za procjenu progresije bolesti kod geneticki
mofdificiranih miSeva kojima je utiSan gen za kompleksin 1 ili cerebelarnim Lurcher miSevima
(15). Cerebelarni Lurcher miSevi geneticki su modificirani s mutacijom u genu Grid2 koji kodira
glutamatni receptor delta 2. Navedena mutacija dovodi do degeneracije specifi¢nih neurona u
malom mozgu §to dovodi do motoric¢kih poremecaja. Odrasli su miSevi ataksi¢ni i skloni padanju
prilikom pokusSaja hodanja $to je rezultat potpunog gubitka Lc/+ Purkinjeovih stanica u malom
mozgu koji pocinje tijekom prvih nekoliko postnatalnih tjedana nakon ceka slijedi postupni
gubitak granuliranih stanica (15).

Iako je test vrlo specifican, ima nekoliko nedostataka. Metoda s obrnutom mreZom ovisi o
ujednacenosti mase miSeva unutar ispitivane skupine, $to takoder utje¢e na metodu vjeSanja na
zici. Kod mehanickih mjeraca snage moze do¢i do odbijanja miseva da se drze za Sipke, no to se
moze djelomi¢no rijeSiti zamjenom Sipke metalnom Zicom Sto omogucéava najsnaznijim
zivotinjama da ostvare tako dobar hvat da mogu podi¢i vise od svoje tjelesne tezine (10, 13). Kako
bi se nadisli ovi problemi i1 povecala osjetljivost testa, jedan od pokusaja ukljucuje dodavanje

razlicitog tereta na mrezu za koju se mis drzi dok je objesen za rep.

1.4. Mi§ji modeli neurodegenerativnih bolesti

Multipla skleroza je autoimuna upalna bolest koja uzrokuje gubitak mijelina i primarno zahvaca
CNS (8). Razlicite faze bolesti karakteriziraju specificni stani¢ni mehanizmi i upalni procesi koji
ovise o imunolosSkim stanicama CNS-a, poput mikroglije, te infiltraciji perifernih imunoloskih
stanica, poput T 1 B stanica. Istrazivanje bolesti, zbog razli¢itih stadija, ¢esto ukljucuje vise od
jednog eksperimentalnog Zivotinjskog modela stoga je klju¢no odrediti koji model najbolje

predstavlja stanje bolesti ili je najprikladniji za istraZivanje specifi¢nog terapijskog pristupa.
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B4Galntl 1 kuprizonski modeli miSa cesto se koriste za istrazivanje neurodegenerativnih
poremecaja zbog njihove sli¢nosti s bolestima poput multiple skleroze. Navedeni su modeli
koristeni u ovom istrazivanju stoga ¢e biti detaljnije opisani.
U B4Galntl modelu, gen B4Galntl odgovoran za sintezu slozenih gangliozida, je utiSan. U
procesu biosinteze gangliozida, beta-1,4-N-acetil-galaktozaminiltransferaza 1 (B4Galntl) djeluje
kao GD2/GM2 sintetaza, §to je kljuéni enzim koji prenosi N-acetilgalaktozamin (GalNAc) na
GD3/GM3 i tvori GD2/GM2 (16). Odsutnost tog gena onemogucuje sintezu Cetiri glavna slozena
gangliozida u sisavaca: GD1a, GD1b, GT1b i GM1 ukljucuju¢i i GM2 i GD2 (17). Gangliozidi su
glikosfingolipidi ukljuceni u diferencijaciju, rast stanica, stani¢nu signalizaciju i medustani¢nu
komunikaciju te igraju klju¢ne uloge u regeneraciji neurona, formiranju memorije, sinaptickom
prijenosu i neurogenezi (17). Sastavni su dio membrana svih stanica kraljeZnjaka, a Cetiri
kompleksna gangliozida nalaze se samo u mozgu. Gradeni su od dugolan¢anih masnih kiselina i
oligosaharidnih lanaca $to omogucuje interakciju s proteinima i receptorima na stani¢nim
membranama, a njihovu strukturu, u usporedbi s drugim sfingomijelinima, karakterizira prisutnost
sijalinske kiseline (1). Heterogenost i raznolikost struktura u njihovim ugljikohidratnim lancima
karakteristi€ne su oznake ovih lipida jer je do sada je identificirano 188 gangliozida s razli¢itim
ugljikohidratnim strukturama kod kraljeznjaka (18). Iako njihova funkcija nije potpuno
razjasnjena, poznato je da kompleksni gangliozidi sluze kao markeri sinaptogeneze, rane
mijelinizacije i zrelosti neurona. Zbog toga, utiSavanje navedenog gena rezultira demijelinizacijom
ziv€anih vlakana i poremecajem motoricke koordinacije. Ovakva demijelinizacija fenotipski
odgovara multiploj sklerozi §to ovaj model €ini izuzetno znacajnim za terapijska istrazivanja bolje
razumijevanje bolesti. Promjene u razinama gangliozida identificirane su kod poremecaja poput
Alzheimerove bolesti, Parkinsonove bolesti, Huntingtonove bolesti, amiotroficne lateralne
skleroze (ALS) i nasljedne spasti¢ne paraplegije (HSP, engl. hereditary spastic paraplegia).
Demijelinizacija moze biti izazvana i kemijskim tvarima poput kuprizona. Kuprizon,
(bis(cikloheksilidin hidrazid)), organski je spoj koji djeluje kao kelator bakra. Uzrokuje poremecaj
metabolizma bakra $to dovodi do apoptoze oligodendrocita i naruSavanja sinteze mijelina (9).
Ocituje se demijelinizacijom i posljedi¢énim neuroloskim deficitima, uklju¢ujué¢i smanjenom
motorickom funkcijom i koordinacijom. IstraZivanje je pokazalo da je toksi¢nost kuprizona jedan
od rijetkih modela multiple skleroze koji proizvodi demijelinizaciju sive tvari, posebno u korteksu,

hipokampusu i dubokim jezgrama sive tvari (7). Intoksikacija kuprizonom dovodi do gubitka
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mijelina i selektivne smrti oligodendrocita u nekoliko regija mozga, kao $to su corpus callosum i
hipokampus, pokazujuéi sli¢nosti s lezijama u progresivnim stadijima multiple skleroze (6).
Istrazivanje provedeno na kuprizonskom modelu pokazalo je dva razlicita, ali medusobno
povezana mehanizma koji uzrokuju demijelinizaciju kuprizonom: unutarnja i vanjska stani¢na
oSte¢enja (2). Unutarnja oStecenja odnose se na ona unutar oligodendrocita koja nastaju zbog
mitohondrijske disfunkcije ili smanjene sinteze mijelinskih proteina i nazivaju se intrinzi¢nim
stani¢nim oSte¢enjima. S druge strane, vanjska stani¢na oStecenja ukljucuju ona koja su izazvana
astrocitima i mikroglijom te perifernim imunoloskim stanicama kao $to su neutrofili i T-stanice.
Ta se oStec¢enja nazivaju ekstrinzi¢nim stani¢nim oste¢enjima.

Razumijevanje dvaju glavnih mehanizama djelovanja kuprizona, primarne
oligodendrogliopatije i primarne imunocitopatije, klju¢no je za koriStenje ovog modela u

predklinickim studijama za identifikaciju novih terapija za multiplu sklerozu (2).



HIPOTEZA

2. HIPOTEZA

Demijelinizacija uzrokovana kuprizonom 1 genetickim modifikacijama gena za sintezu
kompleksnih gangliozida B4Galntl dovodi do smanjenja motoricke sposobnosti i koordinacije

miseva kroz razlicite patofizioloske mehanizme.



CILJEVI ISTRAZIVANJA

3. CILJEVIISTRAZIVANJA

e ispitati motoricku sposobnost i koordinaciju geneti¢ki modificiranih B4Galntl miSeva
e ispitati motoricku sposobnost i koordinaciju miSeva hranjenih kuprizonom
e ispitati razlike u motori¢koj sposobnosti i koordinaciji genetic¢ki izmijenjenih miSeva,

miseva hranjenih kuprizonom i kontrolnih miseva divljeg tipa
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4. MATERIJALI I METODE
4.1.Ustroj studije

Studija je ustrojena kao eksperimentalno istrazivanje slucajeva i kontrola.

4.2.Materijali

4.2.1. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno na tri tipa miSa. Prva skupina ukljucuje geneticki modificirane miseve
(KO, engl. knock out) s utiSanim B4Galntl genom koji je odgovoran za sintezu slozenih
gangliozida. Drugu skupinu ¢ine miSevi divljeg tipa C57Bl/6 hranjeni 21 dan hranom u koju je
umijesan 0,2% kuprizon, organski spoj koji djeluje kao kelator bakra. Tre¢u skupinu ¢ine misevi
divljeg tipa (WT, engl. wild type) koji sluze kao kontrolna skupina.

U istrazivanje je ukljuc¢eno ukupno 30 miSeva. Ispitano je Sest WT miSeva starosti 3 mjeseca, Sest
WT misSeva starosti 6 mjeseci, Sest WT miSeva hranjenih kuprizonom starosti 3 mjeseca, Sest WT
misSeva hranjenih kuprizonom starosti 3 mjeseca te dvije skupine po tri KO miSa (B4Galntl KO)
starosti 3 1 6 mjeseci.

Za ovo je istrazivanje dobivena dozvola Etickog povjerenstva Sveucilista J. J. Strossmayera u

Osijeku Medicinskog fakulteta Osijek.

4.3. Metode
4.3.1. Rotarod

U ovom je istrazivanju proveden Rotarod test za procjenu motoricke sposobnosti miSeva. Uredaj
Rotarod (Rota-Rod, Ugo Basile, Varese, Italy) koji se koristio sastoji se od pet cilindara promjera
3 cm, motora, sata i platforme za detekciju pada. Test je proveden na nacin da je mi$ bio postavljen
na cilindar te se mjerilo koliko ¢e se dugo zadrZati na cilindru prije nego Sto padne. MiSevi su bili
trenirani na rotiraju¢em cilindru prije glavnog ispitivanja, ne duze od 3 minute. Maksimalno
vrijeme koje se mjerilo tijekom testiranja iznosilo je 5 minuta, odnosno 300 sekundi. Nakon 5
minuta, test se prekidao. Vrijeme latencije, tj. vrijeme koje je mi§ proveo na cilindru prije pada,
mjerilo se kao pokazatelj njihove koordinacije pokreta i ravnoteze. Mjerenje je ponovljeno 3 puta
u razmaku od 2 tjedna. Ova je metoda omogucila preciznu procjenu motorickih sposobnosti

miseva, s naglaskom na njihovu sposobnost odrzavanja ravnoteZe i koordinaciju pokreta.
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4.3.2. Test otiska stopala

MiSevima su netoksi¢nom bojom obojane prednje i zadnje Sape, zatim su postavljeni u uski hodnik
gdje su hodali po papiru. Dok su miSevi hodali, na papiru su ostajali otisci njihovih Sapa koji su se
potom analizirali. Mjerila se udaljenost od sredine otiska prednje Sape do sredine otiska zadnje
Sape, zasebno za lijeva i desna strana, kako bi se procijenila udaljenost izmedu koraka. Takoder se
u obzir uzimala simetriju hodanja usporedujuci otiske lijeve i desne strane, traZze¢i mogucu
asimetriju koja bi mogla ukazivati na motoricke i neuroloSke poremecaje.

Promjene u koordinaciji pokreta, stabilnosti i simetriji koraka mogu se vizualno primijetiti na
temelju oblika i rasporeda otisaka stopala. Ovim se vizualni pristupom brzo i uc¢inkovito moze
ocijeniti motoricka funkcija 1 identifikacija potencijalnih promjena uzrokovanih

demijelinizacijom.

4.4. StatistiCke metode

Za statisticku obradu podataka u ovome se radu koristio program IBM SPSS Statistics v29 (Quest
Software Inc., Aliso Viejo, CA, SAD). Normalnost distribucije prikupljenih podatka testirana je
Shapiro-Wilk testom. Za usporedbu vise nezavisnih uzoraka kao Sto su skupine miseva razli¢itih
tretmana i starosti, razlika je bila ispitana neparametrijskim testom Kruskal-Wallis s post hoc Dunn
testovima. Kako bi se ispitao utjecaj starosti i tretmana na motori¢ku sposobnost razli¢itih skupina
miseva, tj. dviju razli¢itih nezavisnih varijabli na jednu zavisnu varijablu, kao 1 za ispitivanje
postoji li interakcija izmedu tih nezavisnih varijabli koristio se Two-way ANOVA test. Za
ispitivanje statisticke znacajnosti izmedu vise skupina koje prate normalnu distribuciju, koriSten
je One-way ANOVA s post hoc testovima, Tukey's multiple comparison test. Statisticka
znacajnost (p) iznosi < 0,05. Deskriptivna je statistika numerickih podataka prikazana medianom,
minimumom (min), maksimumom (max), prvim i tre¢im kvartilom (Q1 1 Q3) te interkvartilnim

rasponom (IQR).
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S. REZULTATI

5.1. Rezultati Rotarod testa
Ispitana je motoricka sposobnost B4Galntl KO miSeva, miSeva hranjenih kuprizonom i miseva
divljeg tipa (starosti 3 1 6 mjeseci) trima mjerenjima na rotarodu u razmaku od 2 tjedna. Postojanje

statisticki znacajne razlike medu skupinama ispitano je za svako mjerenje.

Tablica 1. Deskriptivna statistika skupina po mjerenju.

1. mjerenje | 2. mjerenje | 3. mjerenje
N 3 3 3
median 230 300 300
min 26 4 18
KO (3mj) Q1 128 152 159
IQR 137 148 141
Q3 265 300 300
max 300 300 300
N 3 3 3
median 215 289 300
min 189 221 140
KO (6myj) Q1 202 255 220
IQR 15 39,5 80
Q3 217 294.5 300
max 219 300 300
N 6 6 6
median 155,5 300 300
min 55 165 131
WT (3mj) Q1 83,5 266,25 257,75
IQR 172,25 33,75 42,25
Q3 255,75 300 300
max 300 300 300
N 6 6 6
median 300 300 300
min 55 62 102
WT (6mj) Q1 238,75 240,5 250,5
IQR 61,25 59,5 49,5
Q3 300 300 300
max 300 300 300
WT - CUP N 6 6 6
(3mj) median 278,5 300 300

13



Nastavak tablice br. 1

REZULTATI

median 278.,5 300 300

min 64 300 300

WT - CUP Q1 83,5 300 300
(3mj) IQR 216,5 0 0

Q3 300 300 300

max 300 300 300
N 6 6 6

median 165 262.5 300

min 27 115 263

Wz;n?)UP Q1 73,5 15475 | 290,75

IQR 226,5 145,25 9,25

Q3 300 300 300

max 300 300 300

Distribucija podataka ispitana je Shapiro-Wilk testom. S obzirom na to da neke skupine nisu imale

normalnu distribuciju te da je broj replikanata unutar nekih skupina malen, analiza je nastavljena

s neparametrijskim testom, u ovom sluc¢aju Kruskal-Wallis testom, kako bi se utvrdilo postoji li

znacajna razlika medu skupinama. U tablici 2. na temelju dobivenih p vrijednosti vidimo da ne

postoji znacajna razlika te da post hoc test nije bio potreban.

Tablica 2. Prikaz p vrijednosti dobivenih Kruskal-Wallis testom.

Test Kruskall-Wallis
mjerenje 1. 2. 3.
p 0,5001 0,3805 0,7727
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Usporedbom skupina po tretmanu 1 starosti te znacajnosti interakcija medu navedenim

varijablama, podaci su analizirani Two-way ANOVA testom. S obzirom na to da su sve dobivene

p vrijednosti ve¢e od 0,05, utjecaj tretmana i starosti na skupinu nije znacajan.

350

300
25
10
5
0

KO (3mj) KO (6mj) WT(3mj) WT (6mj) WT-CUP  WT-CUP
(3myj) (6myj)

m 1. mjerenje
m 2. mjerenje

m 3. mjerenje

vrijeme / s
= N
(9] o
o o o

o

o

Slika 1. Grafi¢ki prikaz usporedbe rezultata rotaroda.
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5.2. Rezultati testa otiska stopala

REZULTATI

Ispitana je motoricka sposobnost B4Galntl KO miSeva, miSeva hranjenih kuprizonom i miseva

divljeg tipa (starosti 3 i 6 mjeseci) trima mjerenjima u razmaku od nekoliko dana.

Tablica 3. Prikaz deskriptivne statistike rezultat prvog mjerenja desnih Sapa.

Sape- IR | KO Gmj) | KO (6mj) | WT Gmi) | WT 6mj) | o F | WIEWP
(3mj) (6mj)
N 3 3 6 6 6 6
min 8,672 9,5063 7,285 7,947 7,18 9,288
Q1 8,672 9,5569 8,142 8,381 7,856 9,593
median 8,912 10,1641 8,699 9,744 8,475 9,796
Q3 9,425 10,895 9,021 10,96 9,496 10,11
max 9,425 10,53 9,102 11,61 9,59 10,17
IQR 0,753 1,3381 0,879 2,579 1,64 0,517
Tablica 4. Prikaz deskriptivne statistike rezultata prvog mjerenja lijevih Sapa.
Sape- IL | KO (3mj) | KO (6mj) | WT (3mj) | WT (6mj) WI-CUP | WI-CUP
(3mj) (6mj)
N 3 3 6 6 6 6
min 9,472 10,31 7,8 9,556 9,275 8,469
Q1 9,472 10,31 8,465 9,819 9,547 9,718
median 11,73 10,45 9,581 10,01 9,988 10,98
Q3 12,94 10,53 10,11 10,6 10,8 11,32
max 12,94 10,53 10,65 11,23 11,08 11,67
IQR 3,468 0,22 1,645 0,781 1,253 1,602
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Tablica 5. Prikaz deskriptivne statistike rezultata drugog mjerenja desnih Sapa.

REZULTATI

Sape-2R | KO (3mj) | KO (6mj) | WT (3mj) | WT (6mj) WI-CUP | WI-CUP
(3mj) (6mj)
N 3 3 6 6 6 6
min 9,026 8,171 8,248 7,962 9,193 10,01
Q1 9,026 8,171 8,494 8,318 9,435 10,24
median 10,82 8,299 8,979 8,969 10,08 10,89
Q3 11,22 8,325 9,441 10,19 10,6 11,34
max 11,22 8,325 10,28 11,09 11,13 12,08
IQR 2,194 0,154 0,947 1,872 1,165 1,1
Tablica 6. Prikaz deskriptivne statistike rezultata drugog mjerenja lijevih Sapa.
Sape-2L | KO (3mj) | KO (6mj) | WT (3mj) | WT (6mij) WI-CUP | WT-CUP
(3mj) (6mj)
N 3 3 6 6 6 6
min 8,817 11,6 7,243 8,643 7,076 9,481
Q1 8,817 11,6 7,612 9,094 7,408 9,687
median 8,987 12,07 8,962 9,997 8,368 10,3
Q3 9,078 12,35 9,703 10,84 9,126 10,5
max 9,078 12,35 9,875 11,22 9,85 10,85
IQR 0,261 0,75 2,091 1,746 1,718 0,813
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Tablica 7. Prikaz deskriptivne statistike rezultata tre¢eg mjerenja desnih Sapa.

REZULTATI

Sape-3R | KO (3mj) | KO (6mj) | WT (3mj) | WT (6mj) WI-CUP | WI-CUP
(3mj) (6mj)
N 3 3 6 6 6 6
min 9,651 10,6 8,025 9,118 9,081 8,305
Q1 9,651 10,6 8,319 9,447 9,658 9,677
median 11,95 10,61 9,203 10,07 10,75 11,06
Q3 12,48 10,87 9,686 10,74 11,16 11,57
max 12,48 10,87 10,16 11,86 11,21 12,34
IQR 2,829 0,27 1,367 1,293 1,502 1,893
Tablica 8. Graficki prikaz deskriptivne statistike rezultata treCeg mjerenja lijevih Sapa.
Sape-3L | KO (3mj) | KO (6mj) | WT 3mj) | WT (6mj) WI-CUP | WI-CUP
(3mj) (6mj)
N 3 3 6 6 6 6
min 9,066 7,819 8,511 8,04 8,936 9,954
Q1 9,066 7,819 8,587 8,111 9,415 9,981
median 9,633 7,853 8,868 8,735 10,12 10,85
Q3 10,83 8,156 10,65 9,596 10,37 11,19
max 10,83 8,156 10,9 10,07 10,41 11,2
IQR 1,764 0,337 2,063 1,485 0,955 1,209
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Tablica 9. Graficki prikaz deskriptivne statistike rezultata treCeg mjerenja lijevih Sapa.

Sape-3L | KO (3mj) | KO (6mj) | WT 3mj) | WT (6mj) WI-CUP | WI-CUP
(3mj) (6myj)
N 3 3 6 6 6 6
min 9,066 7,819 8,511 8,04 8,936 9,954
Q1 9,066 7,819 8,587 8,111 9,415 9,981
median 9,633 7,853 8,868 8,735 10,12 10,85
Q3 10,83 8,156 10,65 9,596 10,37 11,19
max 10,83 8,156 10,9 10,07 10,41 11,2
IQR 1,764 0,337 2,063 1,485 0,955 1,209
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Distribucija podataka dobivenih testom otiska stopala ispitana je Shapiro-Wilk testom. Podaci koji
su slijedili normalnu distribuciju podvrgnuti su testu One-way ANOVA s post hoc Tukey's
multiple comparison test dok su podaci, ¢ija je p vrijednost bila niza od zadane, ispitani Kruskal-
Walis testom s post hoc Dunn's multiple comparison testom kako bi se utvrdilo koje se skupine

medusobno znacajno razlikuju. Rezultati su graficki prikazani na slikama 2 i 3.

12 * |
m |. mjerenje

: *
* ' * I
m 2. mjerenje
| | | || | m 3. mjerenje
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

KO (3mj) KO (6mj) WT (3mj) WT (6mj)  WT-CUP (3mj) WT-CUP (6mj)

1

udaljenost / cm
[e)] [e] o

I

N

Slika 2. Graficki prikaz prosjecne udaljenosti izmedu desnih Sapa. Zvjezdicom je naznacena
statisticki znacajna razlika medu skupinama ukoliko je ima. (One-way ANOVA test, post hoc

Tukey's multiple comparison test)
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Slika 3. Graficki prikaz prosjecne udaljenosti izmedu lijevih Sapa. Zvjezdicom je naznacena

statisticki znac¢ajna razlika medu skupinama ukoliko je ima. (One-way ANOVA test, post hoc

Tukey's multiple comparison test)
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6. RASPRAVA

Demijelinizacijske bolesti i dalje predstavljaju veliki problem u modernom svijetu. Usprkos
brojnim istrazivanjima, neki mehanizmi neurodegenerativnih bolesti i dalje su nepoznati. Kako
bismo bolje razumjeli ove bolesti i dobili bolji uvid u njihovu patofiziologiju u svrhu pronalaska
adekvatne terapije, kljucni su misji eksperimentalni modeli. Njihova vaznost lezi u ¢injenici da
pokazuju veliku sli¢nost s patoloSkim stanjem kod pacijenata s neurodegenerativnim bolestima $to
pruza uvid u mehanizme ovih stanja kod ljudi te pomazu u razvoju potencijalnih terapijskih
pristupa.

U ovom radu ukljucena su dva misja modela: B4Galntl geneticki modificirani misevi i
misevi tretirani kuprizonom. Njihova motori¢ka sposobnost ispitana je rotarod testom i testom
otiska stopala. Cilj istraZivanja bio je ispitati utjecaj demijelinizacije razli¢itog uzroka, utiSavanjem
B4Galntl gena odgovornog za sintezu sloZenih gangliozida i kuprizonom koji kao kelator bakra
dovodi do propadanja oligodendrocita i ometa sintezu mijelina, na motori¢ku sposobnost i
koordinaciju te ih medusobno usporediti. U istrazivanje je bilo uklju¢eno 30 misSeva: Sest WT
miSeva starosti 6 mjeseci, Sest WT miSeva starosti 3 mjeseca, Sest WT miSeva hranjenih
kuprizonom starosti 6 mjeseci, Sest WT miSeva hranjenih kuprizonom starosti 3 mjeseca, te dvije
skupine po tri KO miSa (B4Galntl KO) starosti 3 i 6 mjeseci. Geneticki modificirane B4Galntl
KO miseve tesko je uzgojiti (19). Legla su im mala, svega 2 ili 3 miSa, a Zenka nakon okota ¢esto
ugiba zbog ¢ega je samo 6 B4Galnt] KO miSeva sudjelovalo u istraZivanju.

Statistickom obradom podataka dobivenih rotarod testom utvrdeno je da medu skupinama
nema statisticki znacajne razlike $to nije bilo ocekivano. Ogranicavajuéi faktor ovog istrazivanja
je mali uzorak koji moZze znacajno utjecati na rezultate. Mali uzorci imaju nizu statisticku snagu
Sto smanjuje vjerojatnost otkrivanja stvarne razlike medu skupinama. Prilikom ispitivanja
motoricke funkcije testovima poput rotaroda, snage stiska i balansirajuce grede, treba uzeti u obzir
suradljivost miSeva i njihovu sposobnost snalaZenja tijekom testa. Neki su miSevi imali poteskoca
pri izvedbi rotarod testa. Jedan od KO miSeva bio je vrlo nespretan §to se potvrdilo kra¢im
vremenom provedenim na rotarodu. Drugi je mis$, tretiran kuprizonom, na prvom mjerenju bio vrlo
hiperaktivan $to je utjecalo na njegovu izvedbu, dok je na tre¢em mjerenju pokazivao dobru
koordinaciju usprkos okretanju na rotarodu.

Statistickom obradom podataka dobivenih testom otiska stopala utvrdena je znacajna

razlika medu skupinama tijekom drugog i tre¢eg mjerenja. Bilo je za ocekivati da ¢e najznacajnija
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razlika biti izmedu geneti¢ki modificiranih miSeva starosti 6 mjeseci i miSeva divljeg tipa starosti
3 myjeseca, Sto je potvrdeno drugim mjerenjem. Iznenadujuci rezultati odnose se na miSeve
hranjene kuprizonom starosti 6 mjeseci koji su pokazali bolju motori¢ku sposobnost u usporedbi
s miSevima starosti 3 mjeseca. Na temelju rezultata moglo bi se zakljuciti da postoji mogucnost
pozitivnog ucinka kuprizona s godinama, $to nije u skladu s poznatim utjecajem kuprizona na
demijelinizaciju pogotovo kod miseva starosti 6 mjeseci (20). Provedeno je istrazivanje gdje su
misSevi C57BL6 stari 6 mjeseci hranjeni razli¢itim koncentracijama kuprizona (0,2 - 0,6 %) tijekom
5 - 6,5 tjedana. 0,4 % kuprizon tijekom 6,5 tjedana rezultirao je najboljim i najpouzdanijim
rezimom s gotovo potpunom demijelinizacijom corpus callosuma popra¢eno snaznom
akumulacijom mikroglije 1 gotovo potpunim gubitkom zrelih oligodendrocita (9). Nadalje,
usporedba rezultata izmedu geneticki modificiranih i kuprizonom hranjenih miseva pokazala je da
kongenitalna demijelinizacija ima znatniji u¢inak na smanjenje motoricke sposobnosti u odnosu
na kemijski induciranu $to dodatno potvrduje pojava remijelinizacije nakon $to se Zivotinjama
prestane davati kurpizon $to kod geneti¢ki modificiranih Zivotinja nije slucaj.

Ovim je radom potvrdena vaznost gangliozida u sintezi mijelina i direktan utjecaj na
motori¢ku sposobnost kako kod Zivotinjskih eksperimentalnih modela, tako kod ljudi. Provedeno
je strazivanje koje je pokazalo sustavni nedostatak gangliozida GMI1 u tkivima zarazenim
Parkinsonovom bolesti §to je prisutno i kod B4Galntl KO miSa (21). Ta je studija istrazila
terapijski pristup zamjenom GMI1 prvo na animalnim modelima Parkinsonove bolesti zatim je
otvoreno petogodisnje klinicko istrazivanje u kojem je GMI, podrijetlom iz govedeg mozga,
primijenjen 2 puta dnevno, a rezultiralo je smanjenjem invalidnosti nakon 5 godina (21). Iako su
rezultati bili obecavajuci, daljnje se istrazivanje prekinulo zbog nedovoljnih financijskih sredstava.
Jo$ je jedna studija potvrdila poboljSanje motorickih sposobnosti nakon 4-tjednog tretmana
B4Galnt]l KO miSeva gangliozidom GMI1 kojima se motoricka sposobnost, nakon primjenjene
terapije, vrlo brzo povratila te su svojim sposobnostima mogli parirati miSevima divljeg tipa (22).
Vazna uloga gangliozida takoder je prepoznata i u tumorogenezi. Istrazivanje je pokazalo da
specificni gangliozidi, ukljucuju¢i GD2 i GM2, poticu angiogenezu i rast tumora te da je ekspresija
gena B4Galntl znacajno povezana sa Sest tipova infiltriranih imunih stanica u razli¢itim vrstama
karcinoma (16). Te stanice uklju¢uju B stanice, CD8+ T stanice, CD4+ T stanice, makrofage,
neutrofile i dendriticke stanice (16). Ovi nalazi uvelike proSiruju podrucje istrazivanja i

proucavanja uloge gangliozida i gena B4Galntl.
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Mnoga su istrazivanja danas usmjerena pronalasku potencijalne terapije za
neurodegenerativna oboljenja jer usprkos svim dosada$njim saznanjima, lijeka nema. Prvi je korak
pronalazak odgovarajuceg Zzivotinjskog modela i testa kojim ¢e biti ispitani. Puno je klju¢nih
faktora koji se uzimaju u obzir ukljucujuéi procjenu je li ponasanje Zivotinje sli¢no ljudskom te
predvidaju li u€inci tretmana na zivotinjama njihove uc¢inke na ljudima (6). Sve je to dovelo do
visoke razine podudarnosti izmedu Zivotinjskih modela i bolesnika §to postavlja temelj za daljnja

istrazivanja potencijalnih terapijskih pristupa za lije¢enje demijelinizacijskih bolesti.
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ZAKLJUCAK

Temeljem statisticke obrade podataka dobivenih rotarod testom moze se zakljuciti da medu

skupinama nema statisticki znacajne razlike.

Statistickom obradom podataka dobivenih testom otiska stopala mozemo zakljuciti da
genetski modificirani miSevi imaju znacajno smanjenu motoricku sposobnost u usporedbi
s WT miSevima, posebno u starijoj dobi (6 mjeseci). Geneticki modificirani misevi starosti
6 mjeseci takoder pokazuju znafajno smanjenu motoricku sposobnost u usporedbi s
misSevima starosti 3 mjeseca. Takoder je uocena statisticki znacajna razlika izmedu miseva
divljeg tipa i miSeva hranjenih kuprizonom gdje miSevi tretirani kuprizonom pokazuju

znac¢ajno smanjenu motori¢ku sposobnost u odnosu na miseve divljeg tipa.

Kongenitalna, u odnosu na kemijski induciranu demijelinizaciju, uzrokuje znatnije

smanjenje motoricke sposobnosti i koordinacije s naglaskom na stariju dob misa.
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8. SAZETAK

Uvod: Mijelin je klju¢na tvar za pravilnu funkciju Zziv€anog sustava. Obavija ziv€ana vlakna i
omogucuje brzo provodenje akcijskog potencijala. Oligodendrociti stvaraju mijelin u CNS-u te
mogu mijelinizirati viSe aksona dok Schwannove stanice to ¢ine u PNS-u mijeliniziraju¢i jedan
akson §to omogucuje regeneraciju zivaca u PNS-u.

Demijelinizacija je proces gubitka mijelina. Najcesce se javlja kao posljedica neurodegenerativne
bolesti poput multiple skleroze. S obzirom na to da postoje eksperimentalni misji modeli koji
oponasaju patolosko stanje u ljudi, na njima se provode motoricki testovi za ispitivanje motoricke
sposobnosti misa i za procjenu oporavku nakon primijenjene terapije Sto pruza uvid u potencijalne
terapijske pristupe kod ljudi. B4Galnt1 KO i kuprizonski modeli jedni su od ¢e$¢e koriStenih zbog

sli¢nosti s neurodegenerativnim bolestima.

Ciljevi: Ispitati motori¢ku sposobnost i koordinaciju geneticki modificiranih B4Galntl miSeva 1

miseva hranjenih kuprizonom te ih usporediti s miSevima divljeg tipa

Materijali i metode: IstraZivanje je provedeno na tri tipa miSa: KO, WT i WT-CUP starosti 316

mjeseci. Motoricka je sposobnost ispitana pomocu rotarod testa i testa otiska stopala.

Rezultati: Obradom podataka prikupljenih rotarod testom nije utvrdena znacajna razlika u
motorickoj sposobnosti medu skupinama. Obradom podataka testa otiska stopala, u drugom je
mjerenju utvrdena smanjena motoricka sposobnost geneti¢ki modificiranih i kuprizonom tretiranih

miSeva u usporedbi s miSevim divljeg tipa.
Zakljucak: Kongenitalna, u odnosu na kemijski induciranu demijelinizaciju, uzrokuje znatnije
smanjenje motoricke sposobnosti i koordinacije. Oba modela pokazuju smanjenje motoricke

sposobnosti u usporedbi s miSevima divljeg tipa.

Kljuéne rije¢i: B4Galnt; demijelinizacija; kuprizon; motoricka sposobnost; rotarod; test otiska

stopala
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9. SUMMARY

Evaluation of motor abilities in chemically induced and congenital demyelination of mice

Introduction: Myelin is a crucial substance for the proper functioning of the nervous system. It
envelops nerve fibers and enables the rapid conduction of action potentials. Oligodendrocytes
produce myelin in the CNS and can myelinate multiple axons, while Schwann cells perform this
function in the PNS by myelinating a single axon, allowing for nerve regeneration in the PNS.
Demyelination is the process of myelin loss. It most commonly occurs as a result of
neurodegenerative diseases such as multiple sclerosis. Experimental mouse models that mimic
human pathological conditions are used to conduct motor tests to assess the motor abilities of mice
and evaluate their recovery after applied therapies, providing insights into potential therapeutic
approaches for humans. B4Galntl KO and cuprizone models are among the more frequently used

due to their similarity to neurodegenerative diseases.

Objectives: To examine the motor ability and coordination of genetically modified B4Galnt1 mice

and cuprizone-fed mice and compare them with wild-type mice.

Materials and methods: The study was conducted on three types of mice: KO, WT, and WT-
CUP, aged 3 and 6 months. Motor ability was assessed using the rotarod test and the footprint test.

Results: The analysis of the rotarod test data did not reveal a significant difference in motor ability
among the groups. In contrast, the analysis of the footprint test data in the second measurement
showed reduced motor ability in genetically modified and cuprizone-treated mice compared to

wild-type mice.

Conclusion: Congenital demyelination, compared to chemically induced demyelination, causes a
more significant reduction in motor ability and coordination. Both models exhibit reduced motor

ability compared to the wild-type.

Keywords: B4Galnt; cuprizone; demyelination; footprint test; motor ability; rotarod;
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